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RESUMO

A leucemia linfocitica cronica (LLC) é uma doenca de maior prevaléncia no idoso,
caracterizada pelo acumulo de linfécitos B no organismo. A sobrevida dos pacientes
€ aproximadamente 10 anos, mas o progndéstico € variavel e alguns evoluem com
curta sobrevida. E importante identificar precocemente os individuos que
apresentardo doenca de rapida evolucado e que podem se beneficiar de protocolos
de tratamento mais adequados. Estudos enfocando o papel das microparticulas
(MPs) de diferentes origens na patogénese de muitas doencas tém sido realizados.
Essas MPs consistem de fragmentos de membrana celular ou de citoplasma de suas
células de origem. O numero de MPs derivado principalmente de plaquetas esta
elevado em distirbios tromboembdlicos. Sabendo-se que existe uma clara
associacao entre o cancer e a coagulacao, o objetivo desse estudo foi avaliar o perfil
hemostatico de pacientes com LLC por meio da quantificacdo plasmética de MPs
circulantes e do potencial de geracdo de trombina (GT), e sua correlacdo com a
progressdo da doenca. Foram avaliados 35 individuos diagnosticados com LLC
selecionados no Servico de Hematologia do Hospital das Clinicas da Universidade
Federal de Minas Gerais. As mesmas analises foram realizadas em 35 individuos
aparentemente saudaveis (grupo controle). A andlise de MPs derivadas de células
endoteliais (MPE), de linfécitos B (MPL) e de plaquetas (MPP) foi realizada por
citometria de fluxo e a avaliacdo do perfil hemostatico foi realizada através da
Geracdo de Trombina (GT) pelo método Calibrated Automated Thrombogram®
(CAT®). Foram observados niveis significativamente aumentados (em MPs/uL) de
MPEs no grupo de pacientes com LLC, [132,1(78,6-199,1)] quando comparados ao
grupo controle [81,6(53,1-121,0), p=0,002]. O mesmo foi observado para MPLs
[142,1(93,7-203,1)] em relacdo aos controles [85,2(63,4-115,9),p<0,001] e para
MPPs [134,8(85,7-183,1)], grupo controle=[81,2(52,8-118,9),p=0,003]. Quando os
pacientes foram estratificados de acordo com o estadiamento da doenca segundo
Binet, foram observadas diferencas significativas (p<0,05) apenas entre os grupos
Binet A versus controles para as MPEs[149,8(75,3-212,5)], MPLs [145,2(91,9-235,6)]
e MPPs [148,1(82,2-202,1)]. Por outro lado, o potencial de GT foi menor nos casos
de LLC [1453,00(1176,33-1602,57)] em relagdo aos controles [1577,38(1326,20-
1816,95),p=0,031], principalmente nos casos mais graves classificados como Binet
B+C [1216,54(1130,47-1540,15),p=0,009]. O numero aumentado de MPs na LLC



indica que a microvesiculagédo pode ser resultante da patogénese da doenca em si,
e ndo necessariamente relacionada a progressdo da doenca. Por outro lado, o
potencial de GT diminuido na LLC em relacdo aos controles, principalmente nos
casos mais graves, remete ao fato de que a doenca pode afetar ndo apenas o
namero de plaquetas, mas também outros fatores de importancia hemostatica,
tornando o paciente mais predisposto a fenébmenos hemorrdgicos do que

trombadticos.

Palavras-chave: Leucemia linfocitica crbnica, prognostico, microparticulas, geragédo

de trombina.



ABSTRACT

Chronic Lymphocytic Leukemia (CLL) is a disease with higher prevalence in the
elderly, characterized by B lymphocytes accumulation in the body. The survival of
patients is about 10 years, but the prognosis is variable and some patients have
short survival. Therefore, it is important to identify early individuals who will present
rapidly disease progression and that can benefit from the most appropriate treatment
protocols. Researches emphasizing on the role of the microparticles (MPs), from
different cell sources, in the pathogenesis of many diseases have been conducted.
These MPs consist of cell membrane fragments or cytoplasm of their cells of origin.
MPs primarily derived platelets is elevated in thromboembolic disorders and there is
a clear association between cancer and coagulation. The aim of this study was to
evaluate the hemostatic profile of patients with CLL by quantifying plasma circulating
MPs and the thrombin generation potential (TG) and its correlation with disease
progression. Thirty five patients diagnosed with CLL, selected in the Hematology
Service of the Clinical Hospital, Federal University of Minas Gerais were included in
this study. The same analyzes were performed on 35 apparently and clinically
healthy subjects (control group). The MPs derived from endothelial cells (MPEs),
MPs of B lymphocytes (MPLs) and platelet MPs (MPPs) -analysis was performed by
flow cytometry and the evaluation of hemostatic profile was performed using
Thrombin Generation test (TG) by the CAT method. It was observed significantly
increased levels of MPEs[132.1 (78.6 to 199.1)] when compared patients and
controls [81.6 (53.1 to 121.0) p = 0.002], respectively. The same was observed for
MPLs[142.1 (93.7 to 203.1)] compared to controls [85.2 (63.4 to 115.9), p <0.001]
and MPPs [134.8 (85.7 to 183.1)], control group = [81.2 (52.8 to 118.9), p = 0.003].
When the patients were stratified according to the Binet staging of the disease
significant differences were observed (p <0.05): Binet A versus controls for MPEs
[149.8 (75.3 to 212 5)], MPLs [145.2 (91.9 to 235.6)] and MPPs [148.1 (82.2 to
202.1)]. On the other hand, the potential of thrombin generation was lower in CLL
[1453.00 (1176.33 to 1602.57)] compared to the controls [1577.38 (1326.20 to
1816.95), p = 0.031], especially in moderate and severe cases classified as Binet B +
C [1216.54 (1130.47 to 1540.15), p = 0.009]. The increased number of MPs in CLL
indicates that microparticulation may result in the pathogenesis of the disease itself,

and not necessarily related to disease progression. On the other hand, the TG



potential decreased in CLL compared to controls, especially in moderate and severe
cases, and this data suggest that the disease might affect not only the number of
platelets, but also other factors of importance in hemostatic system, making the

patient predisposed to hemorrhages events than thrombotic.

Key words: Chronic Lymphocytic Leukemia, prognosis, microparticles, thrombin

generation.
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1 CONSIDERACOES INICIAIS

As leucemias sdo neoplasias originadas de células precursoras
hematopoiéticas, na qual ocorre a substituicdo difusa da medula 6ssea por células
neoplasicas imaturas com alta taxa de proliferacdo. Essas células, na maioria dos
casos, extravasam para 0 sangue, onde sdo observadas em grande quantidade
(FRIZZO et al, 2016). E considerada uma doenca resultante da mutacio em uma
célula progenitora, cuja prole forma um clone de células leucémicas. A célula na qual
ocorre a transformacao leucémica pode ser uma precursora de células linféides, uma
precursora de células mieldides ou ainda uma célula-tronco pluripotente, com
capacidade para diferenciar-se tanto em células mieldides quanto em células
linféides. Dessa forma, as leucemias podem ser classificadas como mieldides ou
linfoides, de acordo com o tipo de célula que prolifera e, ainda, em agudas ou
crénicas, de acordo com a evolucéo clinica (BAIN, 2003).

Segundo a publicagao “Estimativa 2016: Incidéncia de Cancer no Brasil” do
Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva (INCA), de 2015, sdo
esperados mais de 10.000 novos casos de leucemia no Brasil no biénio 2016-2017.
Estimam-se 5.540 casos novos de leucemia em homens e 4.530 em mulheres.
Esses valores correspondem a um risco estimado de 5,63 casos novos a cada 100
mil homens e 4,38 a cada 100 mil mulheres, para 0 mesmo periodo (BRASIL, 2015).

Os achados clinicos mais relevantes nas leucemias sdo a perda de peso,
cansaco e infeccdes bacterianas que levam principalmente a pneumonias. Em casos
mais avancados, anemia grave e sangramentos em decorréncia da plaquetopenia
também podem ocorrer. O tromboembolismo venoso também é uma complicacéo
frequente em pacientes com diversos tipos de cancer, inclusive leucemias, e sabe-
se que isso contribui significativamente para os altos indices de morbidade e
mortalidade (MARCHETTI et al., 2012).

Nos ultimos anos, muitos investigadores tém realizado estudos enfocando o
papel das microparticulas (MPs) de diferentes origens na patogénese de muitas
doencas (HUGEL et al., 2005, YUANA et al., 2013, HELBING et al., 2014).

Conforme revisado por Helbing et al., 2014, MPs consistem de fragmentos
provenientes de membrana celular que podem ser originadas de diferentes tipos de
células, tais como células endoteliais, leucdcitos, plaquetas, eritrocitos e neurbnios,

podendo estar em numero aumentado em condi¢cdes associadas a inflamacéo e
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ativacdo da coagulagdo. A estrutura das MPs é geralmente descrita como
fragmentos de 0,1-1uym com membrana que expde a fosfatidilserina (um fosfolipidio
anibnico) e antigenos que sao representativos da sua origem celular (LACROIX et
al, 2012, GONGD et al, 2012). A fosfatidilserina pode ser detectada através da
ligagdo com anexina V. Além disso, por fusdo com outras células, as MPs séo
capazes de transferir componentes celulares de suas células de origem para as
células alvo, o que frequentemente resulta em funcdo alterada de tais células
(CAMPOQOS, 2010).

A luz do conhecimento de que o nimero de MPs derivadas principalmente de
plaguetas estd elevado em distlrbios tromboembdlicos e sabendo-se que as
doencas malignas cursam com um grau de hipercoagulabilidade variavel de acordo
com o tipo de tumor, acredita-se que seja possivel que as MPs tenham algum papel
na patogénese das leucemias, predispondo a eventos trombdéticos.

Um fator que torna o estudo das MPs atraente € a possibilidade de as
mesmas serem detectadas por citometria de fluxo, uma vez que essas vesiculas
expressam antigenos na sua superficie que podem ser reconhecidos por anticorpos
monoclonais marcados com fluorocromos. Esse aspecto faz com que as MPs sejam
potenciais biomarcadores precoces de diversos processos patolégicos (CAMPOS,
2010).

A trombina, uma enzima multifuncional formada em consequéncia da ativacéo
da cascata de coagulacao, parece estar envolvida no agravamento do cancer, uma
vez que células tumorais podem ativar as proteases da coagulacdo do sangue por
meio da expressao de atividade procoagulante (MARCHETTI et al, 2012). Todavia,
mais estudos tem-se tornado necessarios para compreender melhor os mecanismos
de geracdo de trombina em tecidos acometidos por diferentes tipos de tumores e
suas consequéncias no processo da doenca.

Quanto mais se conhece sobre a fisiopatologia das leucemias e quanto mais
cedo se faz o diagnéstico e se inicia o tratamento, maiores as chances de
sobrevivéncia e de cura. Por isso, estudos enfocando os mais diversos aspectos da
doenca, diagnostico, evolugédo e tratamento sdo muito pertinentes, considerando a
necessidade de obter maiores conhecimentos visando a melhoria do manejo destes

pacientes.
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O presente estudo abordou a leucemia linfocitica crénica (LLC), com foco em
alteracdes hemostaticas, que frequentemente contribuem para complicar a evolucéo
de doencas malignas.

Nossa hipotese de estudo € que o estadio mais avancado desta doenca
estaria associado a um maior niumero de MPs circulantes e/ou maior potencial de
geracdo de trombina, ambos biomarcadores de importancia nos distarbios
hemostéticos. Dessa forma, acredita-se que o desenvolvimento do presente estudo
possa agregar algum conhecimento aos pré-existentes acerca da fisiopatologia da
LLC, e nos ajude a responder a seguinte pergunta: qual a importancia das
microparticulas e do potencial de geragdo de trombina como biomarcadores de
prognéstico na LLC?

Além do mais, a procura constante por novos biomarcadores para a
identificacdo precoce dos pacientes recém diagnosticados que evoluirdo rapida e
desfavoravelmente é de suma importanca, considerando a possivel ado¢do de
condutas terapéuticas mais adequadas e eficazes em tais pacientes.

Cumpre ressaltar que ndo é do nosso conhecimento estudos avaliando o
potencial de geracdo de trombina em pacientes com LLC, o que torna esse trabalho
inédito. Com relacdo as MPs, foram encontrados na literatura poucos trabalhos que
as relacionem com o processo de hipercoagulabilidade na LLC.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Leucemia Linfocitica Crénica

A leucemia linfocitica crénica (LLC) de células B é caracterizada pelo acamulo
de linfocitos B no sangue periférico, medula 6ssea e o6rgaos linfoides sdlidos. A
doenca deriva de uma populacdo de células B CD5+, sendo que estas células
possuem grande longevidade, na maioria dos casos determinada pela inibicdo da
apoptose (FALCAO & REGO, 2001; DIGHIERO, 2005).

A LLC é uma das doencas onco-hematoldgicas mais prevalentes resultantes
de perturbacdes na proliferacdo e diferenciacdo de células B. E também uma
doenca de maior prevaléncia no idoso, com média de idade entre 64-70 anos
(GONCALVES et al., 2009). A sobrevida dos pacientes com LLC é de
aproximadamente 10 anos. No entanto, o prognéstico e a evolucdo da doenca séo
bastante variaveis e alguns evoluem com curta sobrevida (FARIA et al., 2000;
HALLEK et al.,, 2008). Essa sobrevida pode variar de alguns meses até algumas
décadas. Cerca de 70% dos pacientes apresentam-se assintomaticos ao
diagnostico, e mais da metade destes ndo ira apresentar qualquer evento
secundario a doenca (DIGHIERO, 2005). Dessa forma, torna-se de extrema
importancia identificar precocemente os individuos que apresentardo doenca de
rapida evolucdo e que podem se beneficiar de protocolos de tratamento mais
agressivos.

A etiologia da LLC é desconhecida. A existéncia de casos familiares sugere
uma predisposicdo genética pelo menos em alguns pacientes. Fatores ambientais,
como a exposicao a agentes quimicos e derivados do petroleo, estdo associados ao
aumento do risco para desenvolvimento de LLC (FALCAO & REGO, 2001).

Nos pacientes sintoméaticos, os achados mais comuns sédo a linfoadenopatia
generalizada, perda de peso, cansaco e infeccdes bacterianas, geralmente
pneumonias. A hepatomegalia é detectada em metade dos pacientes, e a
esplenomegalia geralmente ndo € volumosa. A infiltracdo leucémica pode ocorrer
em todas as partes do corpo, incluindo as tonsilas, meninges e pele. Com a
progressdo da doenga, o paciente pode desenvolver anemia grave e sangramentos
em decorréncia da plaguetopenia, além do aumento progressivo de prolinfécitos,

piora da esplenomegalia, enfartamento ganglionar e resisténcia ao tratamento
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(FALCAO & REGO, 2001; DIGHIERO, 2005). Durante a evolucéo da doenca, em 3 a
15% dos casos ocorre a Sindrome de Richter caracterizada por um linfoma difuso de
grandes células, cujo prognostico € muito ruim, com sobrevida mediana de seis
meses. Em menos de 1% dos casos de LLC ocorre o aparecimento de leucemias
agudas, mieldides ou linféides, que podem estar associados ao tratamento
(FALCAO & REGO, 2001).

A presenca macica de linfocitos maduros no sangue periférico pode ser

facilmente vizualizada em filmes sanguineos (Figura 1).
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Figura 1: Filme sanguineo de paciente com LLC, no qual podem ser visualisados varios linfocitos
maduros. Fonte: ASH Image Bank, American Society oh Hematology. Disponivel em

http://imagebank.hematology.org/. Acesso em 14 de janeiro de 2015, 14:30h.

7

Na avaliacdo da morfologia é comum a presenca de linfécitos maduros,
geralmente pequenos e sem nucléolo aparente, cromatina condensada e com as
chamadas manchas de Gumprecht originadas do rompimento dos linfocitos e restos
nucleares (FOERSTER, 1993). O diagnéstico diferencial da LLC envolve analises
morfologicas, imunofenotipagem e técnicas citogenéticas para deteccdo de
alteracbes cromossOmicas que a difere de outras doencgas linfoproliferativas
(MATUTES, 1994).

O tipo imunomorfolégico do tumor pode ser estimado pela avaliacdo
guantitativa de antigenos expressos nas células B tumorais, através da

imunofenotipagem (Figura 2). Estudos recentes mostraram que estes antigenos nao
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estdo associados apenas com a células B em si, mas também estdo presentes em

microparticulas secretadas por tais linfécitos (DOMNIKOVA et al, 2013).

CD268
(BAFF-R)

é

CD24

CD40
it

s

CD72

CD45R/B220

Figura 2: Expressao de antigenos de superficie na célula B.
Disponivel em http://myelomacinderella.net/2013/07/tat-series-ii-phenotypes-as-targets-for-

immunotherapy/. Acesso em 05/07/2016 as 22h.

O CD38 é um importante marcador da ativagdo celular. A alta expresséo de
CD38 em linfécitos B é aceita como um fator associado ao pior prognéstico na LLC
(DAMLE, 1999).

Além da expressdo do CD38, existem outros antigenos de superficie
associados a LLC, como por exemplo o CD23, CD25, CD27, CD69, CD71 e alta
densidade de HLA-DR. Outros marcadores como CD19, CD20, CD22 também
podem estar expressos nas células leucémicas. O CD20 é de baixa densidade e
CD22 aparece fracamente ou negativo. Essas células também apresentam na
superficie imunoglobulinas como Kappa ou Lambda de cadeia leve e antigenos da
imunoglobulina de cadeia pesada IgM, IgD e também marcadores da célula T como
CD5. A expressao de CD10 é negativa enquanto CD11c e CD25 é variavel. FMC7 é
raramente encontrado (GRANZIERO, 2001).

O diagnostico e a classificacdo da LLC podem ser complexos, segundo 0s
critérios adotados pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (HARRIS et al.,
1999). O diagnodstico muitas vezes é feito em decorréncia da investigacdo de

linfocitose de causa indeterminada presente no hemograma. No entanto, o
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diagnostico definitivo geralmente requer bidpsia por aspiracdo da medula 6ssea,
cujas células sdo analisadas através da microscopia 6tica e da citometria de fluxo,
para diagnosticar a leucemia e diferenciar seus subtipos (DIGHIERO, 2005;
VASCONCELOS, 2005).

Os sistemas classicos de estadiamento da doenca, Rai e Binet, desenvolvidos
nos anos de 1975 e 1981, respectivamente, usados até os dias atuais, séo
baseados em caracteristicas clinicas e hematoldgicas. Estes sistemas definem
estagios precoce (Rai 0, Binet A), intermediario (Rai I/ll, Binet B) e avancado (Rai
lI/IV, Binet C), com sobrevida, respectivamente: >10 anos, 5-7 anos e 1-3 anos
(GONCALVES et al., 2009). Os estadiamentos podem ser melhor evidenciados na

Tabela 1, descrita abaixo:

Tabela 1: Sistemas de estadiamento de Rai (1975) e Binet (1981)

Estadiamento de Binet  Estadiamento de Rai Smbreynfenua
media
A:Hb*=10g/dL, 0: Linfocitose no
Baixo Risco plaguetas=100x10%puL, sangue e na medula =10 anos
=2 area envolvidas™ 0ssea
I: Linfocitose +
Risco B: Hb*>10g/dL, linfadenopatia
k] . .
Intermediario pLagqyetasHDEIijdD ’flﬂ' lI: Linfocitose >~/ anos
= drea envolvidas +esplenomegalia e/ou
hepatomegalia
lll: Linfocitose +
: C: Hb*<10g/dL ou Hb*<11g/dL
Alto Risco plaquetas<100x10%pL. IV: Linfocitose + <3-4 anos

plaquetas <100x10%/pL

*Hb=hemoglobina. ** dreas envolvidas s3o figado, bago e ginglios linfaticos (unilateral ou
hilateral) nas regides inguinal, axilar e cervical.

Fonte: Adaptado de Moreno, C. e Montserrat, E.,2008

A decisédo de tratar o paciente é orientada pelo estadiamento clinico, pela
presenca de sintomas e pelos sinais de atividade da doenca. O tratamento da LLC
abrange desde a observacado periodica do paciente sem medicacdo especifica, até

uma variedade de opcbes terapéuticas que inclui corticosterdides, agentes
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alquilantes, analogos de purina, quimioterapia combinada, anticorpos monoclonais e
transplante. Em pacientes assintomaticos, o tratamento pode ser adiado até que o
paciente se torne sintomatico ou apresente sinais de alta atividade da LLC (tempo
de duplicacdo de linfécitos menor que seis meses ou rapido crescimento de
linfonodos), sendo necessario um seguimento frequente e cuidadoso para monitorar
a evolucao clinica (CHIATTONE, 2005).

2.2 Microparticulas circulantes

Em estudos recentes, um grande numero de publicacBes tem estabelecido
qgue células sdo capazes de produzir vesiculas extracelulares, que sdo importantes
mediadores de processos fisiologicos como crescimento celular, ativacao,
proliferacdo e apoptose, em células normais e patoldgicas. Essas vesiculas
normalmente incluem trés populagbes, que sé&o distinguidas pelo tamanho,
composicdo e biogénese: exossomas (50 a 100 nm de diametro), microparticulas
(MPs - 0,1 a 1 um) e corpos apoptéticos (1 um a 4 um) (CROMPOT et al, 2015).
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Figura 3: Vesiculas extracelulares.
Fonte: LEMOINNE, 2014.
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As MPs sdo fragmentos da superficie de células normais ou malignas que
contém componentes da membrana e conteddo citoplasmatico de sua célula de
origem. S&o constituidas por diversas substancias que podem incluir proteinas de
membrana e proteinas citoplasmaticas, acidos nucléicos, mMRNAs, microRNAs,
RNAs nao codificantes (ncRNAs), e DNA (CROMPOT et al, 2015). Dessa forma, as
MPs contém numerosas proteinas e lipideos semelhantes aqueles da célula de
origem e isto facilita sua integracdo com as células que encontram na circulacao,
sendo que o conteudo da MP e seu impacto na funcdo biolégica sdo dependentes
de sua célula de origem (GHOSH et al. 2010). . As MPs se fundem com sua célula
alvo, transferindo a esta o conteldo do citoplasma e marcadores de superficie
provenientes da célula de origem. Esse fenomeno esta associado com a mudanca
de fendtipo e funcéo das células alvo. Portanto, as MPs sé@o consideradas um vetor
de modulacdo remota das células alvo a partir de caracteristicas provenientes do
local onde se originaram (HELBING et al, 2014).

As MPs podem interagir com células alvo através de receptores de membrana
e levar a ativacao de cascatas de sinalizacao intracelular. Além disso, células alvo
podem ser reprogramadas através de transferéncia de moléculas de RNA e
proteinas. No desenvolvimento do cancer, as MPs derivadas de células
cancerigenas sao importantes mediadoras do crescimento do tumor, da evasao
imune e das metastases. JA foi demonstrado que as MPs sdo ferramentas
adequadas de células malignas para induzir a promocdo do microambiente
adequado a sobrevivéncia e ao desenvolvimento de tumores, inclusive da LLC
(TRAPPENBURG et al, 2009).

A maioria das MPs presentes em individuos saudaveis é de origem
plaguetaria (mais de 90%), enquanto menos de 10% séo originadas de células
granulociticas e menos de 5% séo originadas de células endoteliais, eritrécitos e
monécitos (TRAPPENBURG et al, 2009). Sabe-se que as MPs derivadas de
plaguetas promovem progressdo tumoral e metastase de células de cancer
pulmonar (GHOSH et al. 2010).

A biologia das MPs ainda ndo é completamente compreendida, mas é
evidente que as mesmas tém muito mais funcbes além da ativacdo de células
inflamatodrias e da cascata de coagulacdo. Levantando a hipétese de que as MPs
nao apenas influenciam o fendtipo das células alvo como também o seu

transcriptoma (conjunto de componentes envolvidos na transcricdo do material
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genético, que inclui RNAs e microRNAs), Hunter et al em 2008 avaliaram se MPs
derivadas de células monocleares contém microRNAs. Nesse estudo inovador foi
verificado que as MPs contém um amplo espectro de diferentes microRNAs que
podem ser transferidos a célula alvo e dessa forma regular a sintese de proteinas
nessas ceélulas.

A é&rea de estudos sobre MPs tém se expandido rapidamente. Tem sido
demonstrado que as MPs em fluidos corporais podem ser usados como marcadores
de prognostico em diversas patologias que incluem doencas cardiovasculares,
inflamacdes, sepses, lupus, HIV e diversos canceres. Além disso, estudos sobre
MPs apresentam diversas aplicacdes clinicas, especialmente em cancer de cérebro,
no qual sdo usadas como veiculo de transporte para diversas moléculas
terapéuticas (CROMPOT et al, 2015).

Sabe-se que a maioria das células, inclusive células sanguineas, produz
essas MPs ndo somente apés ativacdo, mas também em processos que levam a
hipercoagulabilidade, pois um numero aumentado de MPs é visualizado em
pacientes com doencas tromboembolicas. A luz deste conhecimento, acredita-se
que as MPs também desempenhem um importante papel no desenvolvimento de um
estado de hipercoagulabilidade e, consequentemente, na patogénese da trombose.
Segundo Trappenburg et al.,, 2009, a quantidade e as caracteristicas das MPs
circulantes estdo associadas com um risco aumentado de trombose arterial e
venosa em diversas doencas, inclusive diversos tipos de cancer e sepse. Elevadas
quantidades de MPs derivadas de células endoteliais tém sido encontrados em
pacientes com tromboembolismo venoso (TRAPPENBURG et al, 2009).

Os primeiros relatos de MPs como agentes pro-trombéticos foram
apresentados por Mesri e Altieri em 1999. O estudo revelou que a presenca de MPs
derivadas de leucdcitos e a ativacao de vias de sinalizacdo endoteliais levou a um
aumento da atividade de fator tissular. Além disso, foi demonstrado que as MPs
derivadas de mondcitos regulam a expressdo de fator tissular pelo endotélio, bem
como o de fator de von Willebrand. Em leucemias agudas, existem relatos de efeitos
das MPs sobre a génese de eventos tromboticos (GUZMAN-URIBE et al, 2015).

Em resumo, as MPs representam uma nova forma de comunicagcao
intercelular, e isso parece muito relevante em diversas condi¢cdes patoldgicas
(HELBING et al, 2014).
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A caracterizacdo das MPs é mais frequentemente realizada por citometria de
fluxo, que é considerado o método padrdo ouro e é usado em mais de 75% das
publicacdes (CROMPOT et al, 2015).

2.3 Microparticulas circulantes e LLC

A patogénese da LLC, caracterizada pela expansao clonal de uma célula B,
estd associada a defeitos na apoptose de células B, causada ndo somente por
defeitos intrinsecos, mas também por fatores extrinsecos que influenciam seu
comportamento no microambiente tecidual (GHOSH et al., 2010).

A causa da heterogeneidade da doenca e grande variacdo na progressao da
mesma ainda ndo estdo totalmente esclarecidas. Um importante fator associado
com a progressao da doenca seria a resisténcia a apoptose, uma caracteristica de
prognoéstico desfavoravel que pode estar relacionada a habilidade do clone de
manipular o microambiente a seu favor. Em estudo recente, Ghosh et al, 2010,
demonstraram a importancia da comunicacdo de células tumorais e seu
microambiente através das microparticulas, que podem se fundir com células
proximas em suas vias circulatorias.

J4 se sabe que as MPs sdo importantes no estabelecimento de um
microambiente pré-sobrevivéncia na LLC. O aumento do numero de MPs foi
detectado no plasma sanguineo de doentes com LLC com estagio avancado da
doenca e uma estimulacdo ao desenvolvimento da doenca mediada por essas
particulas tem sido demonstrada (HADERK et al, 2013).

2.4 Alteracdes hemostaticas e cancer

A relacdo entre eventos trombdéticos e o cancer foi descrita pela primeira vez
em 1823, por Jean-Baptiste Bouillaud (GARDINER, 2015). Em 1865 Armand
Trousseau também descreveu a associacdo clinica entre a trombose e o cancer,
sendo o0 seu primeiro relato sobre a trombose venosa em pacientes com céncer
gastrico. O termo “Sindrome de Trousseau” € usado até os dias atuais para
descrever qualquer tipo de manifestacdo tromboembdlica que possa ocorrer no
cancer (FALANGA et al, 2013).
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Atualmente, uma clara associacdo entre o cancer e a hipercoagulabilidade é
reconhecida. Estatisticas afirmam que 10-15% dos pacientes oncolégicos irdo
desenvolver um evento trombdético durante toda a sua doenca. Em comparacao com
a populacdo em geral, o risco de desenvolvimento de um evento tromboético venoso
€ até sete vezes maior em pacientes com cancer, e essa € a segunda causa de
morte mais frequente nesse grupo de pacientes. A trombose venosa profunda (TVP)
e a embolia pulmonar (EP) sdo duas das manifestacdes tromboéticas mais frequentes
em pacientes com tumores sélidos e linfomas (GUZMAN-URIBE et al, 2015).

As complicagdes tromboembolicas e os diversos outros disturbios da
hemostasia contribuem significativamente para o aumento de indices de morbidade
e mortalidade de pacientes com diversos tipos de cancer, inclusive leucemias
(MARCHETTI et al., 2012). A TVP frequentemente conduz o paciente ao 6bito, e a
EP é responséavel por 14% das mortes de pacientes com cancer em hospitais
(GARDINER, 2015).

Anteriormente, acreditava-se que o risco de complicacdes tromboticas em
pacientes com leucemia era menor do que em pacientes com neoplasias sélidas. No
entanto, resultados recentes demonstraram que o risco de tromboembolismo venoso
em neoplasias hematoldgicas € semelhante e em alguns casos maior do que em
tumores solidos (GUZMAN-URIBE et al, 2015).

Apesar de se constituir um fenbmeno bastante conhecido, a ativacdo da
coagulacdo em pacientes com céancer ainda ndo estd completamente entendido
Essa ativacdo € um evento complexo e multifatorial, e recentemente tém se
valorizado o papel desenvolvido pelas células tumorais em expressar fatores que
promovem estados de hipercoagulabilidade. Essa propriedade da célula tumoral leva
a ativacdo da cascata de coagulacdo, com a geracdo de trombina e fibrina. Ocorre
também a ativacdo de plaquetas, leucdcitos e células endoteliais que expdem seus
fatores procoagulantes (FALANGA et al, 2013).

A célula tumoral pode ativar o sistema hemostatico através do aumento da
expressdo de proteinas e lipideos procoagulantes, citocinas inflamatorias e
microparticulas, além de moléculas de adesédo (FALANGA et al, 2013).

O fator tissular & considerado o fator procoagulante mais importante (VAN
DEN BERG et al, 2012). De acordo com os classicos conceitos de coagulacéo
sanguinea, a lesdo do endotélio leva a liberagdo de fator tissular para a corrente

sanguinea. Esse fator tissular liga-se a seu ligante natural (fator VII) ativando o
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mesmo (FVIla). O complexo ativado converte o fator X em fator X ativado (FXa), que
posteriormente converte a protrombina em trombina (VAN DEN BERG et al, 2012). A
ativacdo da coagulacdo sanguinea leva por fim a geracdo de trombina, que é a
enzima final efetora da cascata de coagulacdo, e a formacdo de fibrina
(MARCHETTI et al., 2012).

A partir dos anos 2000, um novo modelo para a coagulagcdo baseado em
superficies celulares foi proposto. Nesse modelo, a hemostasia requer substancias
procoagulantes ativadas que permanecam localizadas no sitio da lesdo para a
formagcdo de tampédo plaquetario e de fibrina neste local. Assim, o processo de
coagulacao sanguinea é iniciado pela exposi¢do de FT na corrente sanguinea. O FT
nao € expresso constitutivamente nas células endoteliais, mas esta presente nas
membranas das células ao redor do leito vascular (FERREIRA et al, 2010).

O entendimento atual do processo hemostatico considera que existe uma
estreita relacdo entre os processos fisicos, celulares e bioquimicos que atuam em
uma série de estagios ou fases, e ndo em duas vias (intrinseca e extrinseca)
conforme propunha o modelo tradicional. As fases de iniciacdo, amplificacéo,
propagacéo e finalizacdo, mostradas na Figura 4 ilustram o complexo processo que
garante a circulacdo do sangue na forma liquida, restrita ao leito vascular
(FERREIRA et al, 2010).
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Figura 4: Modelo da coagulacédo baseado em superficies celulares.
Fonte: FERREIRA et al, 2010.

Dessa forma, niveis aumentados de fator tissular e de outros fatores de
coagulacdo tém sido aventados para explicar o estado de hipercoagulabilidade
frequente em pacientes oncoldgicos. Todavia, altera¢des nas vias de anticoagulacéo
natural tém também sido propostas, conforme descrito por Nijziel et al., 2003.

Especificamente na LLC, poucos sao o0s estudos com foco em
hipercoagulabilidade. Em um estudo de coorte conduzido por SIMKOVIC et al em
2015 demonstrou que a TVP foi observada em 37% dos pacientes em tratamento da
LLC. Porém, a maioria dos pacientes estava em tratamento com doses elevadas de
glicocorticoides, que € um fator de risco conhecido para TVP devido principalmente
ao aumento de fatores de coagulacéo.

Ainda segundo o mesmo autor, ha outros fatores de risco especificos em

pacientes com LLC que poderiam desempenhar um papel no desenvolvimento de
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eventos trombéticos, como por exemplo a hiperleucocitose (global de leucdcitos
acima de 100.000/mms3) que leva a leucostase. Além disso, o avanco da idade
também esté associada a maior incidéncia de eventos trombaticos. (SIMKOVIC et al,
2015).

Com relagdo a hipocoagulabilidade, ndo foram encontrados estudos
relacionando esse tipo de alteracdo hemostatica com a LLC.

2.5Geracédo de Trombina

Atualmente, os testes mais utilizados na prética clinica para avaliacdo da
hemostasia secundaria sdo os testes de Tempo de Protrombina, Tempo de
Tromboplastina Parcial Ativado, Dimero D e dosagem de fatores especificos. Esses
testes utilizam a formacgéo de fibrina como ponto final (endpoint) na avaliacdo da
coagulacdo sanguinea, e isso se deve a sua facilidade de mensuracao. No entanto,
tais testes falham na estimativa do potencial de trombina uma vez que apenas 5%
da trombina a ser formada ja é suficiente para transformar o fibrinogénio em fibrina,
levando entdo ao ponto final da reacdo. Em funcdo desta propriedade, os niveis de
trombina sdo subestimados por esses exames de triagem. A partir do ano 2000
novos modelos para a hemostasia foram propostos, inclusive o novo modelo celular,
e atualmente, assume-se que a trombina € o principal regulador da hemostasia
(ZAGO et al., 2013).

A partir disso, criticas tém sido destinadas aos testes utilizados atualmente na
triagem de distarbios de hipo e hipercoagulacao e a utilizacdo de novos testes tem
sido proposta.

Segundo Marchetti et al.,, 2012, o potencial de geracdo de trombina de
diferentes células tumorais pode ser quantificado e caracterizado pelo método de
CAT® (Calibrated Automated Thrombogram®), o qual pode ser uma ferramenta util
para entender a biologia dos diferentes tumores acerca do seu potencial de
hipercoagulabilidade. O grau de ativacdo da cascata de coagulacdo podera ter
implicacdo na conduta terapéutica para prevencao de eventos tromboembdlicos em
alguns casos de caéncer nos quais houver anormalidades hemostaticas
predisponentes a hipercoagulabilidade. Particularmente na LLC, poucos sdo 0s

estudos com foco em hemostasia.
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O Teste de Geracdo de Trombina (TGT) € um teste que vem sendo
extensamente investigado, e consiste na avaliagdo continua da geracédo de trombina
no plasma apoés adicao de ativadores, em tempo real. H4 uma tendéncia ao uso de
fator tissular como ativador e 0 uso de baixas concentracdes desse componente, em
presenca de célcio, permite um processo lento da geracédo de trombina. Isso permite
a avaliacdo dos processos de iniciacdo, amplificacdo e propagacdo do modelo
celular de hemostasia. O resultado final € uma curva, chamada de trombograma,
cuja area deve refletir o potencial endégeno de trombina do individuo.

Para obtengdo dessa curva, mensura-se a fluorescéncia em fungdo da
formacédo ou inibicdo da trombina em tempo real, em plasma adicionado de fator
tissular, fosfolipides e cloreto de calcio (MARCHETTI, 2008). O substrato é
consumido durante o experimento e entdo a velocidade de formacdo do produto
diminui em funcdo da diminuicdo da concentracdo do substrato enzimatico. Portanto,
a intensidade de fluorescéncia néo é linear em relacdo a concentragao do fluoréforo,
e o resultado € uma curva nao linear (HEMKER et al, 2013).

A curva de geracdo de trombina pode ser descrita com quatro parametros
principais, que sdo ETP (Endogenous Thrombin Potential), lag-time, peak e time to
peak. O potencial de trombina endégeno (ETP) pode ser representado como a area
sobre a curva, o peak € o pico maximo de fluorescéncia, o time to peak € o tempo
para se atingir o pico e o lag-time é o tempo necessario para o inicio da deteccéo da
fluorescéncia (MARCHETTI et al, 2012). Um exemplo de curva de geracdo de

trombina pode ser vizualizado na Figura 2:
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Figura 5: Curva de Geracgéo de Trombina
Fonte: Baglin, 2011.

Todos esses parametros nos fornecem informagdes importantes a respeito da
hiper ou hipocoagulabilidade dos pacientes.

O equipamento utilizado normalmente é acoplado a um software, que recebe
todas as informacdes e converte em dados que levam a formacdo da curva de
geracao de trombina.

A sensibilidade desse teste permite a deteccdo de estados tanto de hipo
guanto de hipercoagulabilidade. O TGT vem sendo usado na avaliacdo da
hemostasia em varias situa¢fes tais como cirrose, sepse, cancer, doenca falciforme,
doenca arterial oclusiva, hemofilias, entre outros (ZAGO et al., 2013). No entanto,
seu uso se limita ainda a pesquisa uma vez que o teste ainda requer padronizacdo
para utilizacdo em laboratérios clinicos.

O TGT é um teste que pode ser usado como uma nova ferramenta para a
investigacdo in vivo dos aspectos hemostéticos em funcdo da evolugdo do tumor, e
pode ser util também na investigagdo de novos alvos terapéuticos para a prevengao
de eventos tromboembdlicos (MARCHETTI et al., 2012).

Além disso, o TGT é capaz de refletir muitas, se ndo todas, as funcdes

globais do sistema de coagulacdo sanguinea. Em plasma livre de plaquetas (PLP),



30

evidencia todas as deficiéncias de fatores da coagulacdo (com excecdo do fator
XI), e é sensivel a acdo de anticoagulantes orais, todos os tipos de heparina,
inibidores diretos da trombina e a todas as drogas anticoagulantes testadas.
Hiperprotrombinemia e deficiéncia de antitrombina, proteina S ou proteina C, bem
como a resisténcia a ativagdo da proteina C aumentam a geracdo de trombina
(HEMKER et al, 2003).
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3 JUSTIFICATIVA

A importancia deste estudo consistiu em investigar o possivel aumento no
namero de microparticulas circulantes e sua correlacdo com o estadiamento da LLC,
com os dados clinicos e demograficos dos pacientes avaliados. Uma segunda parte
do estudo consistiu em mensurar os niveis plasméaticos de geracdo de trombina dos
pacientes, bem como avaliar sua relacdo com a quantidade de MPs e 0s outros
parametros obtidos. Sabendo-se da importancia do Teste de Gerag¢do de Trombina
como uma potencial ferramenta utii na prevencdo de eventos trombéticos
(MARCHETTI et al., 2012), ja que o mesmo pode informar sobre o potencial de
trombina formada (potencial trombdtico) e conduzir a adocdo de medidas
profilaticas, pode-se inferir que a avaliacdo hemostatica por meio deste método
agregou valor ao presente estudo. N&o é do nosso conhecimento o uso do método
de CAT (de referéncia) para avaliar o potencial de geracdo de trombina, com seus
varios parametros em nosso pais, cujos experimentos pioneiros em LLC abriréo
perspectivas para aplicacdo desta promissora técnica em uma gama de outras
doencas e/ou condicdes.

Pretende-se com o0s objetivos tracados neste projeto, contribuir para a
melhoria no entendimento da fisiopatologia e progndstico na LLC. Tal estudo se
torna relevante quando se leva em consideracdo a alta morbimortalidade desta

doenca e outras relacionadas.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar o perfil hemostéatico de pacientes com LLC por meio da quantificacdo
plasmética de microparticulas circulantes e do potencial de geragdo de trombina, e
sua correlagcdo com o estadiamento da doenca, dados clinicos e demograficos dos

pacientes avaliados.

4.2 Objetivos especificos

- Quantificar as microparticulas circulantes derivadas de plaquetas (CD41), de
linfécitos B (CD19) e de células endoletiais (CD51/61) em pacientes com LLC por
andlise quantitativa em Citometria de Fluxo;

- Determinar o potencial de Geragcédo de Trombina em pacientes com LLC, mediante
obtencdo dos parametros Lag Time, ETP (Endogen Thrombin Potential), Peak e
Time to Peak.

- Correlacionar os parametros hemostaticos com os dados clinicos dos pacientes
com LLC.
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5 ARTIGO TECNICO CIENTIFICO

MICROPARTICULAS CIRCULANTES E GERACAO DE TROMBINA EM
PACIENTES COM LEUCEMIA LINFOCITICA CRONICA

AUTORES: Aline Lucia Menezes Ferrdo; Fernanda Cristina Gontijo Evangelista; Rita
Carolina Figueiredo Duarte; Fernanda Freire Campos Nunes; Tatiane Vieira Braga,

Marie Gabriele Santiago; Maria das Gracgas Carvalho, Adriano de Paula Sabino.

Departamento de Analises Clinicas e Toxicolégicas, Faculdade de Farmacia,

Universidade Federal de Minas Gerais.

RESUMO

A leucemia linfocitica cronica (LLC) é uma doenca de maior prevaléncia no idoso,
caracterizada pelo acumulo de linfécitos B no organismo. A sobrevida dos pacientes
€ aproximadamente 10 anos, mas o progndéstico € variavel e alguns evoluem com
curta sobrevida. E importante identificar precocemente os individuos que
apresentardo doenca de rapida evolugdo e que podem se beneficiar de protocolos
de tratamento mais adequados. Estudos enfocando o papel das microparticulas
(MPs) de diferentes origens na patogénese de muitas doencas tém sido realizados.
Essas MPs consistem de fragmentos de membrana celular ou de citoplasma de suas
células de origem. O numero de MPs derivado principalmente de plaquetas esta
elevado em distirbios tromboembdlicos. Sabendo-se que existe uma clara
associacao entre o cancer e a coagulacao, o objetivo desse estudo foi avaliar o perfil
hemostatico de pacientes com LLC por meio da quantificacdo plasméatica de MPs
circulantes e do potencial de geragcdo de trombina (GT), e sua correlagdo com a
progressdo da doenca. Foram avaliados 35 individuos diagnosticados com LLC
selecionados no Servico de Hematologia do Hospital das Clinicas da Universidade
Federal de Minas Gerais. As mesmas analises foram realizadas em 35 individuos
aparentemente saudaveis (grupo controle). A analise de MPs derivadas de células
endoteliais (MPE), de linfécitos B (MPL) e de plaquetas (MPP) foi realizada por
citometria de fluxo e a avaliacdo do perfil hemostatico foi realizada através da

Geracdo de Trombina (GT) pelo método Calibrated Automated Thrombogram®
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(CAT®). Foram observados niveis significativamente aumentados (em MPs/uL) de
MPEs no grupo de pacientes com LLC, [132,1(78,6-199,1)] quando comparados ao
grupo controle [81,6(53,1-121,0), p=0,002]. O mesmo foi observado para MPLs
[142,1(93,7-203,1)] em relacdo aos controles [85,2(63,4-115,9),p<0,001] e para
MPPs [134,8(85,7-183,1)], grupo controle=[81,2(52,8-118,9),p=0,003]. Quando os
pacientes foram estratificados de acordo com o estadiamento da doenga segundo
Binet, foram observadas diferencas significativas (p<0,05) apenas entre 0s grupos
Binet A versus controles para as MPEs[149,8(75,3-212,5)], MPLs [145,2(91,9-235,6)]
e MPPs [148,1(82,2-202,1)]. Por outro lado, o potencial de GT foi menor nos casos
de LLC [1453,00(1176,33-1602,57)] em relagcdo aos controles [1577,38(1326,20-
1816,95),p=0,031], principalmente nos casos mais graves classificados como Binet
B+C [1216,54(1130,47-1540,15),p=0,009]. O numero aumentado de MPs na LLC
indica que a microvesiculagédo pode ser resultante da patogénese da doenca em si,
e ndo necessariamente relacionada a progressdo da doenca. Por outro lado, o
potencial de GT diminuido na LLC em relacdo aos controles, principalmente nos
casos mais graves, remete ao fato de que a doenca pode afetar ndo apenas o
namero de plaguetas, mas também outros fatores de importancia hemostatica,
tornando o paciente mais predisposto a fenébmenos hemorrdgicos do que

trombaticos.

Palavras-chave: Leucemia linfocitica crénica, progndéstico, microparticulas, geracéo

de trombina.
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INTRODUCAO

A leucemia linfocitica cronica (LLC), caracterizada pelo acumulo de linfocitos
B no organismo, é uma doenca de maior prevaléncia no idoso, com média de idade
entre 64-70 (GONCALVES et al., 2009). A LLC deriva de uma populagéo de células
B CD5+, sendo que estas células possuem grande longevidade, na maioria dos
casos determinada pela inibicdo da apoptose (FALCAO & REGO, 2001; DIGHIERO,
2005). A sobrevida dos pacientes com LLC é de aproximadamente 10 anos. No
entanto, o prognostico € bastante varidvel e alguns evoluem com curta sobrevida
(FARIA et al.,, 2000; HALLEK et al., 2008). Dessa forma, torna-se de importante
identificar precocemente os individuos que apresentardo doenca de rapida evolugéo
e gue podem se beneficiar de protocolos de tratamento mais agressivos.

Nos pacientes sintoméaticos, os achados mais comuns séo a linfoadenopatia
generalizada, perda de peso, cansaco e infeccOes bacterianas, geralmente
pneumonias. Com a progressdo da doenca, 0 paciente pode desenvolver anemia
grave e sangramentos em decorréncia da plaquetopenia, além de outras
manifestacdes. (FALCAO & REGO, 2001; DIGHIERO, 2005).

Os sistemas classicos de estadiamento da doenca, Rai e Binet, de 1975 e
1981, respectivamente, sdo baseados em caracteristicas clinicas e hematolégicas.
Estes sistemas definem estagios precoce (Rai 0, Binet A), intermediario (Rai I/Il,
Binet B) e avancado (Rai Ill/IV, Binet C), com sobrevida, respectivamente: > 10
anos, 5-7 anos e 1-3 anos (GONCALVES et al., 2009).

Nos ultimos anos, muitos investigadores tem realizado estudos enfocando o
papel das microparticulas (MPs) de diferentes origens na patogénese de muitas
doencas (HUGEL et al., 2005; YUANA et al., 2013; HELBING et al., 2014;).
Conforme revisado por Helbing et al., 2014, MPs consistem de fragmentos
provenientes de membrana celular ou de citoplasma de suas células de origem, e
sdo capazes de transferir componentes celulares dessas células para as células
alvo, o que frequentemente resulta em fungéo alterada de tais células.

O numero de MPs derivado principalmente de plaquetas esta elevado em
distarbios tromboembdlicos. Sabendo-se que as doencas malignas cursam com um
grau de hipercoagulabilidade variavel de acordo com o tipo de tumor, € possivel que
as MPs tenham algum papel na patogénese das leucemias predispondo a eventos

trombadticos.
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A ativacdo da coagulagdo & um evento complexo e multifatorial, e
recentemente tém se valorizado o papel desenvolvido pelas células tumorais em
expressar fatores que promovem estados de hipercoagulabilidade. Essa propriedade
da célula tumoral leva a ativacdo da cascata de coagulacdo, com a geracdo de
trombina e fibrina. Ocorre também a ativacdo de plaquetas, leucocitos e células
endoteliais que expdem seus fatores procoagulantes (FALANGA et al, 2013).

Niveis aumentados de fator tissular e de outros fatores de coagulacdo tém
sido aventados para explicar o estado de hipercoagulabilidade frequente em tais
pacientes. Todavia, alteracdes nas vias de anticoagulacdo natural tém também sido
propostas conforme descrito por Nijziel et al., 2003.

Especificamente na LLC, poucos sdo os estudos com foco em
hipercoagulabilidade. Em um estudo de coorte conduzido por SIMKOVIC et al em
2015 demonstrou que a TVP foi observada em 37% dos pacientes em tratamento da
LLC. Porém, a maioria dos pacientes estava em tratamento com doses elevadas de
glicocorticoides, que é um fator de risco conhecido para TVP devido principalmente
ao aumento de fatores de coagulacdo. Além disso, ha outros fatores de risco
especificos em pacientes com LLC que poderiam desempenhar um papel no
desenvolvimento de eventos trombéticos, como por exemplo a hiperleucocitose
(global de leucécitos acima de 100.000/mms3) que leva a leucostase. O avanco da
idade também esta associado a maior incidéncia de eventos tromboticos.
(SIMKOVIC et al, 2015).

Com relagdo a hipocoagulabilidade, ndo foram encontrados na literatura
estudos relacionando esse tipo de alteracdo hemostéatica com a LLC.

Quanto mais se conhece sobre a fisiopatologia das leucemias e quanto mais
cedo se faz o diagnéstico e se inicia o tratamento, maiores as chances de
sobrevivéncia e de cura. Por isso, estudos enfocando os mais diversos aspectos da
doenca, diagndéstico, evolucao e tratamento sdo muito pertinentes, considerando a
necessidade de obter maiores conhecimentos visando a melhoria do manejo destes
pacientes.

O objetivo desse estudo consiste em avaliar o perfil hemostatico de pacientes
com LLC por meio da quantificacdo plasmatica de microparticulas circulantes e do
potencial de geragdo de trombina, e sua correlagdo com a progressao da doencga,
dados clinicos e demograficos dos pacientes avaliados. Acredita-se que o

desenvolvimento do presente estudo possa agregar algum conhecimento aos pré-



37

existentes acerca da fisiopatologia da LLC, e nos ajude a responder a seguinte
pergunta: qual a importdncia das microparticulas e do potencial de geracdo de

trombina como biomarcadores de prognéstico na LLC?
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PACIENTES E METODOS

Casuistica

Os pacientes participantes do estudo foram selecionados pelos médicos
hematologistas do Servico de Hematologia do Hospital das Clinicas da Universidade
Federal de Minas Gerais, que se localiza no Ambulatério Borges da Costa, para a
coleta de amostra biologica. Essa coleta foi realizada no periodo de agosto de 2014
a janeiro de 2015.

O critério diagnostico utilizado pelos médicos hematologistas é baseado no
método proposto por Matutes et al, em 1994, no qual um sistema de pontuacéo é
proposto a partir de analise imunofenotipica de células patolégicas. Os anticorpos
avaliados sdo CD5, CD23 e FMC7 e sao considerados pacientes com LLC os
pacientes com scores 3, 4 ou 5. Outras doencas linfoproliferativas ndo LLC
normalmente apresentam escores 0 a 2, conforme tabela contida no Anexo VI.

O tamanho amostral foi calculado considerando-se as variaveis estudadas,
grupos avaliados, tramentos aplicados, poder de teste de 0.8 e alfa 0.05, usando-se
0 software sigma stat versdo 2.03. Foi calculado um n amostral de 28 individuos
para cada grupo estudado.

Foi preenchida uma ficha clinica para cada paciente, apds 0s mesmos terem
sido esclarecidos acerca dos objetivos do estudo e apds leitura e assinatura do
termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE). A ficha clinica foi preenchida a
partir de analise de prontuario para o grupo de pacientes, e a partir de auto-relato,
no grupo controle. O presente estudo se caracteriza como transversal e foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (COEP), conforme parecer 34778,
ementa E2/2015.

Os pacientes foram classificados de acordo com critérios estabelecidos pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), Estadiamento da Leucemia Linfocitica
Croénica (K.R. Rai et al, 1975) e Classificacdo do Grupo de Trabalho Internacional
(J.L. Binet et al.,1981). Esses critérios permitem que o médico classifique o paciente
como sendo de baixo risco, médio risco ou alto risco, e essa informacao € registrada

no prontuario a cada consulta.
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Foram avaliados trés grupos.

Grupo 1: constituido por 18 individuos com diagnéstico de leucemia linfocitica

cronica (LLC) de baixo risco (Binet A),

Grupo 2: constituido por 17 individuos com diagnostico de leucemia linfocitica

cronica (LLC) de alto risco (Binet B+C),

Grupo 3: constituido por 35 individuos aparentemente saudaveis, que consistiu no

grupo controle.

O fluxograma abaixo apresenta o numero total de participantes do estudo,
distribuidos em dois grupos: individuos controles e pacientes. Devido a limita¢des do
estudo de ordens diversas, foram analisados 35 amostras de individuos com

diagnéstico de LLC e 35 amostras de individuos do grupo controle.

Total de individuos
participantes do estudo:

94
Total de individuos Numero de pacientes com
controles participantes do LLC participantes do
estudo: estudo:
42 52
Individuos controles Pacientes com LLC
avaliados para avaliados para
microparticulas circulantes microparticulas circulantes
e geracdo de trombina: e geracao de trombina:
35 35

Figura 6: Fluxograma de pacientes e controles.
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Critérios de incluséo

Foram incluidos homens e mulheres com idade maior ou igual a 55 anos, de
ambos os sexos. Para o grupo controle foram incluidos individuos sem diagndstico
e historia de neoplasias hematologicas e/ou doencas tromboembodlicas, clinica e
laboratorialmente saudéaveis, que foram selecionados em uma academia publica
denominada Academia da Cidade, pertencente a Prefeitura Municipal de Belo
Horizonte, localizada no bairro Santa Rosa, em Belo Horizonte. A confirmacéo
laboratorial foi feita através dos exames hemograma TGO, TGP, gama GT,
creatinina, proteina C reativa, colesterol total, colesterol HDL e triglicérides.

Para o grupo de pacientes, foram incluidos pacientes com diagnéstico
confirmado de LLC pelo critério de Matutes, 1994, selecionados sequencialmente
por médicos hematologistas do Servico de Hematologia do Hospital das Clinicas da
UFMG e atendidos no Ambulatério Borges da Costa (anexo do Hospital das Clinicas

da UFMG).

Critérios de excluséo

Foram excluidos do estudo pacientes com diagndstico de outros distlrbios
linfoproliferativos como leucemia prolinfocitica, leucemia de células pilosas, linfoma
esplénico com linfécitos pilosos, leucemia plasmocitica além dos linfomas Hodgkin e
nao-Hodgkin. Foram excluidos individuos que fazem uso de reposicdo hormonal ou
gue tenham histéria pessoal ou familiar de fatores genéticos predisponentes a
hipercoagulabilidade ou outro distirbio hemostético. Aqueles que fazem uso de
medicamentos que interferem na hemostasia foram também excluidos, bem como
agueles com doencas hepaticas, renais ou autoimunes. Também foram excluidos os
pacientes que sofreram previamente infarto agudo do miocardio. Estes dados foram
obtidos a partir de analise de prontuério dos pacientes e de uma ficha clinica para
cada individuo do grupo controle, baseada em auto-relato.

Amostra biolégica

Foram coletados 5,0 mL de sangue total em tubos com anticoagulante citrato
de sodio (BD Vacutainer). As amostras foram processadas para a obtencdo de
plasma livre de plaquetas (PPP), através da dupla centrifugacdo a 3500 rpm por 15

minutos em centrifuga Excelsa, Mod 206BL (Fanem). Apo0s a segunda centrifugacao,
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foram retirados os dois tercos superiores do plasma, referente a porcao livre de
plaquetas. O plasma obtido foi armazenado a temperatura de -80°C.

Analise das microparticulas circulantes

A andlise de microparticulas circulantes foi realizada de acordo com Campos
et al., 2010 por Citometria de Fluxo. Os anticorpos utilizados nessa reacéo foram os
anticorpos marcadores de plaquetas (CD41), de linfocitos B (CD19) e de célula
endotelial (CD51/61). Esses anticorpos sao marcados com os fluorocromos PECy5
(CD41) e PE (CD19 e CD51/61). Além disso foi utilizado a Anexina V-FITC, um
marcador classico de MPs, direcionado contra a fosfatidilserina encontrada na
superficie das mesmas.

Apos a obtencdo do PPP, foram pipetados 100 pL e colocados em um tubo
contendo 300 pL de solucao de citrato-heparina (diluicdo 1:3). A amostra diluida foi
centrifugada a 15000xg por 90 min a 15°C em centrifuga Laborzentrifugen 2K15
(Sigma). Cuidadosamente foi removido o sobrenadante e o pellet de MPs foi
ressuspenso em 100 pL de tampdao de anexina 1X (binding buffer).

Separadamente, em tubos préprios para a leitura no citbmetro, foram
adicionados 5 pl de cada um dos anticorpos (CD51/61, CD19 e CD 41) e 2,5 pl_de
FITC Annexin V. A esses tubos foram adicionados 100 pL da amostra ressuspensa
em tampdo de anexina 1X, obtida anteriormente. Essas concentracfes foram
baseadas em um experimento feito previamente para titulacdo dos anticorpos.

Os tubos foram incubados por 30 minutos a temperatura ambiente (25°C), no
escuro. Ao material incubado, foram adicionados 300 pl de tampéo de anexina e a
analise foi realizada no citbmetro. A estratégia de analise esta descrita na Figura 7.

As MPs foram quantificadas por citometria de fluxo através da calibracdo com
microbeads fluorescentes (Spherotech Inc.Libertyville, Illinois, US) de tamanho
definido (0,7 a 0,9 um). Dez microlitros das beads foram adicionadas a 100 pL de
PBS 1X estéril. O citbmetro foi ajustado para realizar a leitura das amostras a uma
alta velocidade (60 ul/segundo) para cada amostra. O numero de MPs/ul de plasma
foi calculado como descrito por Campos et al, 2010: MPs/upl = (N x 400)/(60 x 100),
onde N é o numero de eventos adquiridos na regido das MPs, 400 é o volume total
em cada tubo antes da andlise, 60 é o volume de amostra analisada e 100 é o

volume original da suspensao de MPs.
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O citdbmetro utilizado na quantificacdo das MPs foi o BD LSR Fortessa, e as

analises foram realizadas por meio do programa FlowJo, verséo 8.7 (Tree Star).
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Figura 7: Identificagdo de MPs no plasma de individuos com LLC. (A) MPs isoladas do plasma foram
selecionadas de acordo com seu tamanho (SSC) e granulosidade (FSC). Microesferas fluorescentes
de tamanho definido (0,7-0,9 um) foram utilizadas para delimitar a regido das MPs. (B) O controle de
isotipo 1gG-FITC de camundongo foi utilizado para a delimitacdo correta da regido de MPs. (C)
Imunofenotipagem das MPs no plasma de individuos controle. Os eventos presentes na regiao
delimitada em (A) foram selecionados pela marcacdo positiva com Anexina V-FITC. Pode-se
visualizar os anticorpos monoclonais marcadores de plaquetas (CD41), de linfécitos B (CD19) e de
célula endotelial (CD51/61) marcados com os fluorocromos PECy5 (CD41) e PE (CD19 e CD51/61).

(D) Imunofenotipagem das MPs nos individuos com LLC.

Geracao de trombina
A geragcao de trombina foi determinada segundo Hemker et al.,, 2003 e

Castoldi et al, 2010 em plasma pobre em plaquetas (PPP) utilizando o método de
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CAT (Thrombinoscope BV). Em uma placa de 96 wells foram adicionados 80 uL de
PPP das amostras a serem testadas e 5 yL de tampao HNBSA (Hepes/NaCI/BSA) e,
para cada amostra, foi adicionado um well para o calibrador, constituido de 80 L de
PPP, 5 uL de tampao HNBSA e 20 pL do reagente Thrombin Calibrator (STAGO).
Uma vez preenchida a placa com as amostras de plasma a serem testadas e seus
respectivos calibradores, a placa foi colocada no fluorimetro (Fluoroskan Ascent,
Thermo Laboratories) para incubacdo a 37° C por 10 minutos. ApGs a incubacao
foram adicionados, somente nos wells com as amostras de PPP a serem testadas,
20 uL de fator tissular em alta concentragdo: PPP-Reagent High (STAGO). Em
seguida, 20 yL do substrato fluorescente (Fluca-Kit — STAGO) foi dispensado em
todos os Wells, procedendo-se a leitura da placa por 60 minutos. O software
Thrombinoscope foi utilizado para construcdo da curva de tempo (min) versus
concentracdo de trombina (nM) e para o célculo dos parametros de GT. A formacao
dessa curva pode ser observada cineticamente na tela do computador. A curva de
geracdo de trombina pode ser descrita com 0s quatro parametros principais: ETP

(Endogenous Thrombin Potential), lag-time, peak e time to peak.

Analises estatisticas

Os resultados foram analisados utilizando-se o programa “Sigma Stat” versao
2.03 e apresentados como média e desvio padrdo no caso de distribuicdo normal,
engquanto os resultados que nao seguiram distribuicdo normal foram apresentados
como mediana e intervalo interquartilico. Para as variaveis com distribuicdo normal
foi empregada a analise de variancia (ANOVA) seguido de teste de comparacdo
multipla de Tukey para comparacdo de trés grupos, e para as situacdes de
comparacao de dois grupos, foi realizado o teste t de Student. Para aquelas
variaveis que nao apresentaram distribuicdo normal, foi empregado o método ndo
paramétrico de Mann Whitney para comparacdo de dois grupos, e o teste nao
paramétrico de KrusKal-Wallis seguido do teste de comparacao mdultipla de Dunn’s
para comparacdo de mais de dois grupos. A investigacdo da correlacdo entre os
parametros estudados foi realizada pela correlagdo de Pearson para variaveis
guantitativas e Spearman para variaveis qualitativas. Foi considerado significativo

valor de p<0,05.
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RESULTADOS

N&o foram observadas diferencas significativas quando se comparou a idade
dos pacientes versus grupo controle (p = 0,267). Quando se avaliou a distribuicéo do
sexo entre o grupo com LLC e o grupo controle, também ndo foram observadas
diferencas significativas (p= 0,090).

Pacientes e controles também foram comparados quanto aos niveis de
hemoglobina, contagem total de leucdécitos e contagem de plaquetas. Para esses
trés parametros do hemograma, foram observadas diferengas significativas com
p<0,05 entre o grupo com LLC e o grupo controle. Os valores de contagem de
plaguetas e dosagem de hemoglobina foram menores no grupo de doentes do que
no grupo controle. Ja a contagem de leucdcitos se mostrou mais alta nos pacientes

do que nos controles (Tabela 2).

Tabela 2: Varidves para controles e pacientes obtidos de amostras de plasma de

pacientes com LLC e de controles

Variaveis Controles LLC
n=35 n=35 P
M/F 11/24 19/16 p= 0,090
Idade* 69,5 66,2
p = 0,267
(anos) (66,0-76,0) (55,0-80,1)
Hemoglobina* 13,5 12,3 p = 0,004
(g/dL) (13,1-14,6) (10,9-14,2)
Leucocitos* 57 17,9
. p <0,001
(10/mm3) (4,3-6,5) (6,2-41,8)
Plaguetas* 202,0 136,0
s p <0,001
(20 /mm3) (176,3 - 239,0) (106,0-182,0)
Binet A na 18
Binet B na 7
Binet C na 10

M: masculino; F: feminino; na: ndo se aplica; LLC=Leucemia Linfocitica Crbénica. *Mediana e intervalo

interquartilico
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Quando os pacientes foram analisados de acordo com o estadiamento da
doenca segundo Binet, foram observadas diferencas significativas entre a contagem
de plaquetas dos grupos Binet A (164,889 +/- 42,397) versus Binet B+C (111,294 +/-
50,575) (p=0,002). Também foram observadas diferencas significativas entre a
contagem de plaquetas entre grupos Binet A versus controle [202,00 (176,25-
239,00)] (p=0,004) e entre os grupos Binet B+C versus controle (p<0,001), sendo
gue os resultados mais baixos foram os do grupo Binet B+C, seguidos do grupo
Binet A e os mais altos fazem parte do grupo controle.

A comparacdo da contagem global de leucécitos mostrou diferenca
significativa entre o grupo Binet A [16,350 (5,875-42,700)] e o grupo controle [5,650
(4,300-6,450)] (p<0,001) e entre o grupo Binet B+C [18,600 (7,750-45,200)] e o
grupo controle (p<0,001). Porém, ndo foram observadas diferencas significativas
entre os grupos Binet A versus grupo Binet B+C (p=0,704).

Também nao foram observadas diferencas significativas entre a contagem de
linfécitos para os grupos Binet A [10,47 (3,11-35,8)] versus Binet B+C [16,51 (5,10-
36,37)] (p=0,656), apesar da mediana dos valores absolutos de linfocitos estarem
mais aumentados no estadiamento mais avancado da doenca.

Nas analises de microparticulas circulantes foram observadas diferencas
significativas entre o grupo de pacientes e 0 grupo controle para as trés
microparticulas analisadas: MPs derivadas de células endoteliais (p=0,002, figura
3A), MPs derivadas de linfécitos B (p<0,001, figura 3B) e MPs derivadas de
plaquetas (p = 0,003, figura 3C). Em todos os casos, os valores MPs foram maiores
para o grupo de pacientes com LLC.

Quando os pacientes foram analisados de acordo com o estadiamento da
doenca segundo Binet, também foram encontradas diferencas significativas (p<0,05)
para o grupo de pacientes Binet A versus grupo controle para as trés microparticulas
analisadas, sendo os valores de MPs mais altos no grupo Binet A.

Ndo foram observadas diferencas significativas entre os grupos Binet A
versus Binet B+C, apesar dos resultados terem se mostrado mais altos para o grupo
Binet A. Também n&o foram encontradas diferencas significativas entre os grupos
Binet B+C versus controle para nenhuma das trés microparticulas analisadas
(figuras 3D, 3E e 3F).

Os valores de mediana e intervalo interquartilico da analise de MPs se

encontram na tabela 3.
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Tabela 3: Valores de mediana e intervalo interquartilico para microparticulas
circulantes em amostras de plasma de pacientes com LLC e de controles.

_ ] Controles? LLC? Binet A Binet B+C p**
Microparticulas
n=35 n=35 n=18 n=17
Células
o 81,6 132,1 149,8 132,1
Endoteliais* 0,002
(53,1-121,0)  (78,6-199,1) (75,3-212,5) (70,4-187,8)
(MPs/uL)

Linfocitos B*

85,2 142,1 145,2 142,33
(MPs/uL) <0,001
(63,4-115,9) (93,7-203,1) (91,9-235,6) (83,1-169,3)
Plaquetas*
81,2 134,8 148,1 134,8
(MPs/uL) 0,003

(52,8-118,9)  (85,7-183,1) (82,2-202,1) (73,1-173,0)

LLC=Leucemia Linfocitica Cronica. *Mediana e intervalo interquartilico. **Os valores de p sao

referentes a comparacéo entre LLC (2) e controles (1).
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Figura 8: Analise de microparticulas circulantes derivadas de células endoteliais (A), linfocitos B (B) e

plaguetas (C) em amostras de plasma de pacientes com LLC e de controles (Eixo X). As mesmas

microparticulas foram analisadas de acordo com o estadiamento da doenc¢a segundo Binet, e estédo

representadas das figuras D, E e F, respectivamente. O eixo Y representa a quantidade de MPs/pL.
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Durante os testes de geracdo de trombina, foram avaliados os quatro
parametros principais da curva de GT: ETP (Endogenous Thrombin Potential), lag-
time, peak e time to peak. A figura 4A mostra as curvas de geracédo de trombina para
0s pacientes e os controles. A figura 4B mostra as curvas de geracdo de trombina
para os controles e para os pacientes distribuidos nos grupos Binet A e Binet B+C.
Para obtencdo dessa curva, foi feita uma média da concentracdo de trombina de
todos os pacientes a cada minuto, em um total de 60 minutos.
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Figura 9: Curvas de Geracdo de Trombina em amostras de plasma de pacientes com LLC e de
controles (A). Em B, os pacientes foram estratificados de acordo com o estadiamento da doencga
segundo Binet, 1981. O eixo Y representa a concentracdo de trombina em nM, e o eixo X representa
0 tempo em minutos.
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Foram observadas diferencgas significativas apenas para o parametro ETP
quando se comparou o grupo de pacientes [1453,00 (1176,33-1602,57)] versus
grupo controle [1577,38 (1326,20-1816,95)] (p=0,031), sendo que o0 grupo de
pacientes apresentou valores de mediana e intervalo interquartilico diminuidos em
relacéo ao grupo controle (figura 5A).

Quando os resultados foram analisados de acordo com o estadiamento da
doenca segundo Binet, foi observada diferenca significativa entre os resultados de
ETP do grupo controle [1577,38 (1326,20-1816,95)] versus grupo Binet B+C
[1216,54 (1130,47-1540,15)] (p=0,009), também com o grupo de pacientes
apresentando valores diminuidos em relagdo ao grupo controle.

N&o foram observadas diferencas significativas entre 0s grupos controle e
Binet A [1511,60 (1393,66-1706,26)], e entre os grupos Binet A versus Binet B+C
(p>0,05, figura 5B). Os valores obtidos para todos os parametros do teste de GT se

encontram no Anexo I.
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Figura 10: Potencial de Geragéo de Trombina (ETP) em amostras de plasma de pacientes com LLC e
de controles (A). Em B, os pacientes foram estratificados de acordo com o estadiamento da doenca
segundo Binet, 1981. O eixo Y correponde ao ETP.

N&o foi posssivel observar qualquer correlacdo entre os valores de MPs ou de
GT com os parametros global de leucocitos, hemoglobina, linfécitos B e contagem
de plaquetas. Também ndo foi possivel observar qualquer correlacdo entre os

valores de MPs e os resultados de GT.
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DISCUSSAO

Sabe-se que a LLC é uma doenca de maior prevaléncia em idosos, com
meédia de idade entre 64-70 anos, podendo, no entanto, acometer jovens e adultos
excepcionalmente (GONCALVES et al., 2009). Além disso, a LLC é conhecida por
afetar mais o sexo masculino do que o feminino. Conforme esperado, neste presente
estudo obteve-se o predominio de homens no grupo de pacientes.

A doenca em si é caracterizada por anemia e/ou trombocitopenia. Isso
também pbde ser constatado em nosso estudo, no qual foi observada uma queda
significativa nos valores de hemoglobina e de contagem de plaguetas nos pacientes
em relacdo ao grupo controle. Além disso, os valores de plaguetas foram
significativamente mais baixos no grupo Binet B+C do que no grupo Binet A, o que
corrobora com o fato de que nos estdgios mais avancados da doenca a
trombocitopenia pode ser mais acentuada, levando inclusive a eventos hemorragicos
(FALCAO & REGO, 2001; DIGHIERO, 2005).

Como a LLC é uma doenca caracterizada pelo acumulo de pequenos
linfécitos B monoclonais no sangue, medula éssea e tecido linfoide (GONCALVES et
al., 2009), ocorre frequentemente linfocitose absoluta e relativa, e isso leva a uma
leucocitose. Isso também foi constatado em nosso estudo, onde o grupo de
pacientes apresentou aumento significativo no niumero de leucécitos (17,9x103/mm3)
em relag&o ao grupo controle (5,7x10/mm3).

Era esperado que essa leucocitose fosse maior em estagios avancados da
doencga. Porém, em nosso estudo, ndo foi possivel observar diferenca significativa
quando se avaliou os grupos Binet A (16,35 x10%L) e Binet B+C (18,60x10%L),
apesar da contagem global de leucdcitos estar discretamente aumentada no grupo
Binet B+C.

Quando se avaliou a presenca de microparticulas circulantes no plasma dos
pacientes e controles, observou-se diferenca significativa entre esses dois grupos
para todas as MPs avaliadas. O aumento de MPs derivadas de células endoteliais,
de plaquetas e de linfocitos B em nosso estudo confirma resultados anteriores de
Ghosh et al, 2010, e sugere que o0 processo maligno tenha como caracteristica o
aumento dessas MPS, possivelmente associada a patogénese da doenca e a

proliferagéo tumoral.
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Segundo Ghosh et al, 2010, a angiogénese desempenha um importante
papel na patogénese da LLC, especialmente na proliferagdo tumoral, e um dos
mecanismos propostos € o aumento da neovascularizacdo na medula 6ssea e de
tecidos extramedulares. Ja foi demonstrado que as MPs de células tumorais, de
plaquetas e de células endoteliais expressam moléculas de adeséo, fatores de
crescimento e metaloproteinases de matriz, que sao essenciais para a angiogénese
local e sistémica (VOLOSHIN, 2014). Considerando o papel da angiogénese na LLC
e a importancia das MPs nesse processo, é possivel que o aumento das MPs,
comprovada em nosso estudo, esteja diretamente relacionada ao processo de
angiogénese nessa doenca.

Em nosso estudo, nédo foi possivel comprovar a relagéo entre o aumento de
MPs de linfocitos B e de células endoteliais e o estadiamento da doencga, j4 que nao
foram observadas diferengas significativas entre os grupos Binet A e Binet B+C para
essas duas MPs analisadas.

Pode-se sugerir entdo que a doenca em si causa microvesiculacdo de
linfocitos e de células endoteliais, e que isso ndo esta necessariamente relacionado
ao estadiamento da doenca.

Cabe ressaltar o uso de quimioterapicos por alguns pacientes do grupo
Binet B+C, ja que essa classe de medicamentos tem como objetivo a diminuicado da
proliferacéo celular e consequentemente, da progressao da doenca.

Em relacdo as MPs derivadas de plaquetas, € interessante observar que
houve diferenca significativa entre as contagens de plaquetas dos grupos Binet A
versus Binet B+C, Binet A versus grupo controle e Binet B+C versus controle, sendo
gue a contagem de plaguetas do grupo Binet B+C foi consideravelmente inferior a
contagem do grupo Binet A e ambos 0s grupos apresentaram contagem inferior ao
grupo controle.

Apesar do grupo Binet B+C apresentar valores diminuidos de contagem de
plaguetas em relagcao ao grupo Binet A, os resultados de MPs derivadas de
plaguetas n&o apresentaram diferencas significativas para os dois grupos, o que
sugere que para o0 estadio mais avancado da doenca as poucas plaquetas
existentes estdo microvesiculando mais do que no grupo de pacientes Binet A.
Portanto, em nosso estudo péde-se sugerir que a microvesiculacdo de plaquetas

esta relacionada ao estadiamento da doencga, assim como a trombocitopenia.



53

Em relacdo ao teste de geracao de trombina, foi possivel observar diferenca
significativa entre os individuos do grupo controle e os pacientes (figura 5A) para o
parametro ETP. Quando o grupo com LLC foi estratificado em funcdo da
classificacdo de Binet, observou-se diferenca significativa apenas entre o grupo
controle e o grupo Binet B+C (figura 5B). Uma andlise desses resultados remete a
ideia de que no estagio mais avancado da doenca (Binet B+C), o potencial de
geracdo de trombina (ETP) estaria discretamente reduzido em relacdo ao grupo
Binet A e ao grupo controle.

Uma busca pela literatura ndo revelou qualquer relato similar em relacéo a
aplicacdo do teste de GT em pacientes com LLC que envolvesse a avaliacdo de
eventos de hiper ou hipocoagulabilidade. No entanto, nossos achados sugerem um
desequilibrio no sistema hemostatico desses pacientes com tendéncia a
hipocoagulabilidade.

Sabendo-se que o ETP, representado pela area sob a curva (figura 4),
caracteriza o potencial de geracdo de trombina em funcdo do equilibrio entre a
coagulacédo e a anticoagulacdo natural, pode-se sugerir a ocorréncia de deficiéncia
qualitativa ou quantitativa de fatores de coagulacdo, bem como um aumento dos
niveis plasmaticos dos anticoagulantes naturais.

Segundo SIMKOVIC et al, em um estudo de coorte realizado em 2015,
eventos tromboticos foram observados em 37% dos pacientes em tratamento da
LLC. Porém, a maioria desses pacientes estava em tratamento com doses elevadas
de glicocorticoides, que é um fator de risco conhecido para trombose venosa
profunda devido principalmente ao aumento de fatores de coagulagcédo. Ainda
segundo o0 mesmo autor, ha outros fatores de risco especificos em pacientes com
LLC que poderiam desempenhar um papel no desenvolvimento de eventos
tromboticos, como por exemplo a hiperleucocitose (global de leucocitos acima de
100.000/mm?) que leva a leucostase. (SIMKOVIC et al, 2015).

Segundo relatos dos médicos do Hospital das Clinicas da UFMG, a maioria
dos pacientes avaliados nao faz uso de glicocorticoides. Também néao foi observada
leucocitose intensa (>100.000/mm3) em nenhum dos pacientes avaliados, o que
pode contribuir para a ndo tendéncia trombaotica observada em nossos pacientes.

Quanto a hipocoagulabilidade, ndo ha relatos na literatura que expliguem o0s

mecanismos envolvidos nos eventos hemorragicos nesses pacientes, quando eles
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existem. Normalmente, esses eventos séo relacionados a trombocitopenia severa,
frequentemente observada nesse grupo de individuos.

O uso de quimioterapicos também € um fator importante que deve ser
considerado como interferente para justificar os resultados encontrados no grupo
Binet B+C, tanto para microparticulas quanto para a geracdo de trombina.

O tratamento da LLC tem passado por extensas mudancas nas ultimas
décadas. Desde que os agentes alquilantes como o clorambucil e os glicocorticoides
foram inseridos no tratamento de pacientes com LLC na década de 50, muito se
evoluiu no tratamento dessa leucemia e observou-se um aumento significativo na
sobrevida dos pacientes acometidos por ela. Na década de 80, os analogos de
purina foram introduzidos ao tratamento, e entre eles, pode-se citar cladribina,
fludarabina e pentastatina (DANILOV, 2013).

Segundo relatos dos médicos hematologistas do Hospital das Clinicas da
UFMG, até os dias atuais o uso de protocolos que incluem o clorambucil, a
ciclofosfamida e a fludarabina sdo os mais frequentes. No entanto, sabe-se que
esses medicamentos apresentam diversos efeitos colaterais.

Segundo Lukenbill, 2013, a  mielossupressdo severa, que leva a
leucopenias, anemias e trombocitopenias graves, e consequentemente, a eventos
hemorragicos frequentes, estdo entre as consequéncias mais devastadoras da
toxicidade da fludarabina. Esse medicamento atua inibindo a sintese de DNA e de
proteinas, levando a apoptose da célula leucémica. Porém, essa acao € pouco
especifica, e o farmaco acaba por atingir células normais. Da mesma forma, a
ciclofosfamida e o clorambucil agem inibindo a sintese de DNA e apresentam efeitos
de citotoxicidade e mielossupressdo (WANNMACHER, 2000). Dessa forma, é
provavel que os efeitos citotoxicos desses quimioterapicos possam interferir na
microvesiculacdo das células, diminuindo a quantidade de MPs no grupo de
pacientes tratados (Binet B+C) em relacdo ao grupo Binet A, ao contrario do que se
esperava. Da mesma forma, a acdo desses medicamentos podem interferir na
hemostasia, predispondo esses pacientes a eventos hemorragicos e diminuindo o
potencial de geracao de trombina nos mesmos.

Quanto a falta de correlacdo entre o numero de MPs de qualquer origem e 0s
resultados dos testes de geracao de trombina, e considerando que as MPs contem
numerosas proteinas e lipideos derivados das células de origem, é possivel que o

conteudo das mesmas nao tenha tido consideravel impacto sobre a fungéo biologica
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da hemostasia. Nesse contexto, Trappenburg et al., 2009, relata que ndo s6 a
quantidade, como também as caracteristicas das MPs circulantes, estdo associadas
com um risco aumentado de trombose arterial e venosa em diversas doencas,
inclusive diversos tipos de cancer.

Nitidamente foi observado aumento consideravel de microparticulas
circulantes no pacientes com LLC bem como alteragdo em um parametro da
Geracao de Trombina. Considerando o carater multifatorial envolvido nas alteracdes
hemostéticas, mais estudos que avaliem os fatores prognésticos em um grupo
maior de pacientes com LLC sdo necessarios, a fim de corroborar os resultados
encontrados pela técnica de GT e esclarecer melhor os mecanismos envolvidos no
sistema hemostatico desses pacientes. Além disso, € importante esclarecer o0s
mecanismos envolvidos na microvesiculacdo associada a patogénese e progressao

da doenca.

Limitacdes do estudo
- Tamanho amostral

- Prontuarios incompletos
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6 CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com nossos dados, de modo geral, o nimero de MPs derivadas de
células endoteliais, de linfécitos e de plaguetas foi significativamente maior nos
pacientes com LLC versus controles, o que indica que a microvesiculacdo da
membrana destas células pode ser resultante da patogénese da doenca em si.

Quando houve estatificacdo em estagios Binet A e Binet B+C, curiosamente
nao foi observada diferenca significativa entre estes estagios para as MPs de células
endoteliais e leucécitos, o que vem reforcar a idéia de que a patogénese em si ja
seria decisiva na formag¢éo de um maior niumero dessas MPs, mas que iSSo ndo esta
necessariamente relacionado ao agravamento da doenca.

Em relacdo as MPs derivadas de plaquetas, também n&do houve diferenca
significativa entre os grupos Binet A e Binet B+C. Porém, a contagem de plaquetas
do grupo Binet B+C foi consideravelmente inferior & contagem do grupo Binet A, o
gue sugere que para o estadio mais avancado da doenca as poucas plaquetas
existentes estdo mais ativadas do que no grupo de pacientes Binet A. Portanto,
estes dados sugerem que a ativacao plaquetéria e a microvesiculagdo de plaquetas
estdo relacionadas ao estadiamento da doenca, assim como a trombocitopenia,
confirmando a hip6tese de estudo.

Por outro lado, o potencial de geracdo de trombina (GT) foi menor nos casos
de LLC em relacdo aos controles, principalmente nos casos mais graves,
provavelmente porque a doenca afeta ndo apenas o numero de plaguetas, mas
também outros fatores de importancia hemostatica tais como os fatores de
coagulacéo, tornando o paciente mais predisposto a fendmenos hemorragicos do
gue trombdéticos. Deve-se considerar também o uso de quimioterapicos no grupo de
pacientes Binet B+C, que pode interferir tanto na microvesiculacdo quanto na
hemostasia de tais pacientes.

Nesse estudo inovador, valendo-se de uma técnica (GT) ainda pouco utilizada
para avaliacdo da hemostasia em nosso meio e, particularmente, na LLC, pode-se
admitir que nossa hipétese de estudo se confirmou parcialmente, pois 0 avanco no
estadiamento desta doenca ndo mostrou associagdo com um maior potencial de

geracédo de trombina.
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7 PERSPECTIVAS

1. O estudo de fatores procoagulantes e anticoagulantes naturais, como por
exemplo a dosagem de fatores da coagulacéo, fator tissular, proteina C e
proteina S, podem se fazer importantes a fim de se esclarecer melhor os
mecanismos envolvidos no sistema hemostatico desses pacientes.

2. O estudo de fatores angiogénicos também se faz importante para se elucidar
0S mecanismos envolvidos na microvesiculacdo associada a patogénese e
progresséo da doenga.

3. Estudo in vitro para avaliacdo da interferéncia dos quimioterapicos nos

processos de microvesiculacdo e parametros hemostaticos.
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Parametro Controles LLC p
. _ 1,670 1,670
Lagtime (min)* 0,465
(1,33-2,00) (1,59-2,00)
368,15 354,88
Peak (nM)** 0,601
(105,93) (103,74)
ETP* 1577,38 1453,62 0.031
(nM.min) (1326,20-1816,95) (1176,33-1602,57) ’
Time to peak 3,93 4,00
_ 0,805
(min)* (3,33-4,68) (3,33-4,33)

LLC=Leucemia Linfocitica Crénica. *Mediana e intervalo interquartilico. **Média e desvio-padréo.
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ANEXO 1l

Ementa Aprovada pelo Comité de Etica

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Projeto: CAAE - 02177612.0.0000.5149

Interessado(a): Prof. Adriano de Paula Sabino

Depto. de Anilises Clinicas e Toxicolégicas
Faculdade de Farmacia - UFMG

DECISAC

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP analisou e aprovou, no

dia 22 de abril de 2015, a emenda ao projeto de pesquisa intitulado “Avaliagdo do
mecanismo apoptético e da expressao da Proteina-Tirosina Quinase Zap 70
e de micro-RNAs na LeucemiaLinfocitica Crénica(LLC)" com as alteragdes:

(o]

Inclusdo de pacientes com Sindrome Mielodispldsica e Leucemias
Mieloides e Linféides;

Substituir o titulo corrente por: "Andlise celular, molecular e plasmatica de
biomarcadores de diagnéstico, prognéstico e avaliagao in vitro de potencial
terapéutico de biomoléculas sintéticas em amostras de pacientes com
neoplasias mieloides, linféides e mielodisplasia”;

Substituir: “sstudar in vitro o efeito de diferentes quimioterapicos” por
estudar in vitro o efeito de biomoléculas, uma vez que quimioterapicos sdo
usados para comparagao de feito de novas biomoléculas pelo grupo de
estudo,

Alleragas do tempo de execucdo do projeto, com extensao do prazo para
2020.
O relatdrio final ou parcial deverd ser encaminhado ao COEP um

ano apds o inicio do projeto,

/Jﬂ?p qu‘Fm 1 hdluics 4oen

( _ Profa. Dra. Telma Campos Medeiros Lorentz
Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Amonmc Carlos, 6627 - Unidde Administrativa 1] - 2° andar — Sata X008 — Cep:31270.901 ~ BH-MG

Telefax: (031} 34093592 - comail; coepes pepufing. by
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Anexo IV

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto de Pesquisa: “Analise celular, molecular e plasmética de biomarcadores de diagnostico,
progndstico e avaliacdo in vitro de potencial terapéutico de biomoléculas sintéticas em amostras de
pacientes com neoplasias mieloides, linfoides e mielodisplasia”

Subprojeto: Microparticulas Circulantes e Geracdo de Trombina em pacientes com Leucemia

Linfocitica Crénica

Prezado (a) Senhor (a),

O Departamento de Andlises Clinicas e Toxicolégicas da Faculdade de Farmacia da Universidade
Federal de Minas Gerais esta realizando um estudo de interesse para o diagnéstico e controle das
Neoplasias Mieldides, Linfoides e Mielodisplasias. Se vocé quiser participar desse estudo,
solicitamos que autorize a coleta de apenas 10 mL de seu sangue e 5 mL de sangue da medula (se
houver solicitacdo médica) para realizarmos exames laboratoriais que incluirdo dosagens de
proteinas, exames genéticos e testes com biomoléculas, importantes parametros para o diagnéstico,
avaliacdo de prognostico e descoberta de novas drogas para tratamento destas doencas. A coleta da
amostra de sangue venoso pode, as vezes, resultar na formacao de um pequeno hematoma (roxo) e
leve dor localizada. Entretanto, a coleta sera feita por profissional capacitado e com grande
experiéncia. Sera utilizado material descartavel de boa qualidade (agulhas e tubos a vacuo), visando
0 éxito da coleta. Em caso de puncao de medula, este procedimento sera realizado pelo seu médico
hematologista. Toda informac&o obtida nessa pesquisa é considerada confidencial. Sua participacao
€ totalmente voluntéria e caso vocé ndo queira participar ndo havera nenhum prejuizo para o seu
tratamento. O (a) Sr(a) ndo tera qualquer tipo de despesa para participar da pesquisa e ndo recebera
remuneracdo por sua participacdo. O participante e o pesquisador assinardo duas vias iguais,
ficando uma via com o participante e a outra com o pesquisador.

Qualquer outra informacao que desejar podera ser obtida com o Professor Adriano de Paula Sabino
da Faculdade de Farméacia/lUFMG, através do telefone 3409-6882. Informacdes sobre os aspectos
éticos da pesquisa poder&o ser obtidas com o Comité de Etica em Pesquisa da UFMG/COEP, pelo
telefone 3409-4592, localizado a Av. Antdnio Carlos, 6627, Unidade Administrativa 1l, Campus
Pampulha, Belo Horizonte - MG. Desde ja agradeco sua colaboracao.

Prof. Adriano de Paula Sabino (Coordenador do projeto, Professor de Hematologia da Faculdade de
Farmécia da UFMG)

Nome:

Documento de identificacao:

Assinatura: Data: / /
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FICHA CLINICA

CRITERIOS DE INCLUSAO

Faixa etéria: > 18 anos. Idade: ------- anos
Nao apresentar histérico de fibrilagéo atrial
N&o apresentar histérico de trombose

N&o apresentar histérico de cancer

CRITERIOS DE EXCLUSAO

CLIiNICOS

MEDICAMENTOSOS

- Distarbios hemorragicos adquiridos ou
hereditarios;

- Doencas hepéticas, malignas, auto-imunes,
tireoidianas e infecciosas;

- Insuficiéncia renal grave (Clearance de
creatinina inferior a 30 mL/min);

- Gravidez;

- Doengas inflamatdrias

- Varfarina

- Rivaroxaban

- Dabigatran

- Heparina

- Fondaparinux

- Antiplaquetarios e fibrinoliticos
- Amiodarona

- Verapamil

- Quinidina

- Cetoconazol

- Ritonavir

- Corticéides

- Antinflamatérios

- Terapia de reposicdo hormonal

- Anticoncepcional




| — IDENTIFICACAO:

1.Nome:

2.Data de nascimento: / /

3.Endereco:

4.Telefone: 5. CEP:

6.Data da entrevista/coleta de sangue: / / 7.Jejum:

Il - DADOS DEMOGRAFICOS:
1.Sexo:( )M ( )F
2.Estado Civil: () solteiro ( ) casado ( )viuvo ( ) separado ( ) divorciado

3.Tabagista: ( ) Nao ( ) Sim Quantos cigarros por dia, em média:

4.Ex-tabagista: ( ) Nao ( ) Sim Parou ha quanto tempo?

5.Etilista: ( ) Ndo ( ) Sim Qual bebida: Quantidade/dia:
6.Ex-etilista: ( ) Ndo ( ) Sim Parou h&a quanto tempo?

7.Doencas:

() Hipertensao arterial () Insuficiéncia cardiaca

() Doenga coronariana () Asma, enfisema () Doenga renal
() Doencga hepética () Doenga hemorragica () Diabetes mellitus
() Sindrome do Anticorpo Antifosfolipideo () Neoplasias

() Doencga da tiredide ( ) Outras:

8.Cirurgias prévias:

9.Atividade fisica regular? ( ) Ndo ( ) Sim : Qual modalidade:

Freqiiéncia semanal: Duragéo dos exercicios:

10.Diagndstico de dislipidemia prévia: ( ) Ndo ( ) Sim Qual:

Tempo de diagnéstico: Medicamentos em uso e dose:

11. Medicamentos em uso e dose:

12. Grau de escolaridade: ( ) Fundamental incompleto ( ) Fundamental completo

() Médio incompleto ( ) Médio completo ( ) Graduagdo ( ) Pd4s-Graduacao

[l = HISTORIA FAMILIAR:

1.Seu pai tem/tinha alguma doenca? ( ) Ndo ( ) Sim (Qual? )

2.Sua mée tem/tinha alguma doenca? ( ) Nado ( ) Sim (Qual? )

3.Algum filho seu tem alguma doenca? ( ) Ndo ( ) Sim ( ) N&o se aplica

(Qual? )
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4.Existe alguma doenga presente em mais de uma pessoa de sua familia (incluindo tios, tias, primos,

avos, sobrinhos)? ( ) N&o ( ) Sim

Quais membros afetados?

médico responsavel (carimbo e assinatura)
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Anexo VI - Critérios para diagnoéstico de LLC com base no sistema de pontuacao
proposto por Matutes et al (1994).

Pontos
Marcador 1 0
CD5 Positivo Negativo
CD23 Positivo Negativo
CD79b/CD22 Negativo/positivo Moderado/forte
FMC7 Negativo Positivo
slg Fraco Moderado/Forte
Pontuacéo 3-4-5 0-2
Diagnostico LLC Outras DLPC

Negativo/fraco: negatividade ou baixa expressdo antigénica
Moderado/forte: expressao antigénica moderada ou forte.

DLPC: Doengas linfoproliferativas cronicas



